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日 纹 伊 蚊 感 染 登 革 [1 型 病毒 后 的 屏障 


REM BET 


《党 生物 流行 病 研 究 所 ,北京 ”100071*) 


摘要 DR RARE MABE MABE BREA IR Aedes albopictus 后 经 不 
ARE Pat eo h JE on Z BRIERET IPA RRRA. RAA E RERA R Oe Eh RA 
屏障 Cmesenteronal infection barrier, MIB), higit RE (mesenteronal escape barrier, MEB) 


TERRE BRB (salivary gland infection barrier, SGIB) FAS RMR) PSHR AA EHE 
Ko 


x8 see BERF 屏障 


登革热 是 广泛 流行 于 热带 及 亚热带 地 区 的 一 种 急性 传染 病 , 其 分 布 广 污 ， 发 病 率 高 。 
FMT ODORS RP OPREL PE oe. RA 40 年 
AUTOR PA TUR SER 大 这 人 后 间隔 30 PSB CAE, RRR RE Yo 
毒 的 流行 。 大 其 是 1985 Rp UTR OM CDEN~2) FF ARS RRP PT 
GE IK 0.25%, EB RK, 

从 全 世界 和 我 国 看 ,都 以 埃及 协 数 Aedes aegypti MARTIN Ae. albopictus 为 主 
要 传播 媒介 。 

E Kramer 等 (1981) FR ERR FEM Culex rarsalis 省 西 马 病毒 进行 较为 系统 的 屏障 
PART RREA MIB, MEB 和 SGB 后 ,又 有 文献 报道 了 蚊虫 蕊 染病 坟 后 的 
屏障 研究 情况 ,如 Sindbis PURER GREW Cx. theileri 后 存在 省 腺 有 释放 屏障 (salivary 
gland escape barrier, SGEB) (Jupp, 1985); Ae. handersoni 感染 La Cross FRA 
在 MIB, MES 和 SGEB (Grimstad 和 Paulson, 1985); REBER Cx. pipiens 感染 
西 马 病 毒 后 存在 MIB (Houk et al, 1986); HARRERA DEN-I 后 存在 MIB, MEB 
和 SGB 《Boromisa et al, 1987), 

区 于 媒介 有 蚊 虫 屏 隘 的 研究 国内 报告 甚 少 ， 仅 唐 士 元 等 《1987a) EWER Ae. 
flavopictus 对 DEN-2 病毒 媒介 效能 时 提出 该 蚊 雁 介 获 能 低 的 主要 原因 在 于 SGIB; Be 
HELEIN Cx. quinguefasciatus 广州 株 不 能 成 为 媒介 的 主要 基因 站 于 MB CRF +E 50 
1987b), 

本 实验 目的 在 于 观察 白 纹 伊 六 感染 DEN-2 Pj JA MIB, MEB 和 SGIB 的 存在 
情况 以 及 齐 世 和 感染 后 时 间 对 屏障 率 的 影响 ， 为 进一步 了 解 白 六 伊 改 和 登 革 病 囊 的 关系 


本 文宣 1988 年 11 月 收 到 。 
* 北京 市 丰台 区 七 里 庄 路 甲 23 号 。 
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4 其 RULE: ASSIS 下 DEAD RR 4 


材料 与 方法 
一 、 蚊 虫 
海南 株 白 纹 伊 蚊 来 源 于 海南 省 海口 市 ， 已 在 室内 驯化 饲养 车 千代 。 嘟 的 效 化 及 幼虫 
饲养 按 常 规 进行 。 正 常 蚊 和 感染 凡 的 饲养 条 件 见 表 1, 饲 喂 以 糖水 ( 李 国 苹 等 ,1988)。 蚊 
虫 羽 化 后 3 一 5 天 感染 ,经 口感 染 前 24 小 时 撤 食 ,接种 感染 前 不 撤 食 。 
R1 蚊虫 向 养 条 件 
| BREW) BECH) 


25-41 7545 
2841 80410 






光照 (小 时 7 WAG MKC) 


14 10 
14 10 











正常 蚁 





=. Me 

DEN-2 JLA Bik, 5| BARE eT. AARRE 24 代 以 上 ,又 在 Cops 
细胞 中 传 76 代 。 将 保存 于 一 50°C 的 感染 Cos 细胞 培养 液 连 续 传 2 代 后 ,于 第 二 天 收获 
作为 病毒 液 。 


三 、 感 染 方法 

(一 ) 经 口感 染 WARRE Eagle's 细胞 培养 液 稀 释 至 所 需 浓度 。 取 等 量 病 毒液， 
10% 葡萄 糖 液 和 肝素 抗 凝 的 豚鼠 全 血 混 勺 制 成 感染 液 ， 用 该 滴 法 进行 感染 〈 张 启 轩 等， 
1987a)。1 一 1 村 小 时 后 将 玉 虫 浆 麻 ,解剖 镜 下 挑 出 包 血 疏 另 笼 饲 养 。 


《二 》 胸 内 接种 ”采用 Rosen 和 Gubler (1974) 方 法 每 败 接 种 所 需 溢 度 注 毒液 
0.17 一 0.2 wl, 接种 后 放 人 接种 用 蚊 答 (本国 艾 等 , 1988), 

四 、 测 定 屏障 的 方法 

(—) 检测 各 器 官 感染 率 

1. 标本 处 理 

C1) BERR RRA DIATE RET GRAS, 1987b), 

(2) 神经 节 ETT ACE aie Wh, EP BE A KH, 
RRT FRU RST AD DEI TB A RB o FS A BB 2 ID BR Eo 

(3) ik FERAL EE SRB ES BE PRS RIT BA 
避免 头 玉 片 法 几 丁 质 碎 片 对 脑 细胞 的 遮盖 。 

《4) 中 肠 ”用 胰 酶 注 (0.5%) 在 28°C 下 消化 10 分 钟 后 再 行 涂 片 。 


ARARE 
(中 全 中 nee 
HER SCMOCR OCR) AR RR 
| seme em 


PRIA 
CEPR be NED 
图 1 AERAR E SRS Ae RE 
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2. 荣光 杭 体 染色 ”用 间接 法 CIPFA) 
第 一 抗体 DEN-2 2B, 单 克 隆 抗体 ,使 用 浓度 1; 100。 
第 二 抗体 ” 羊 抗 鼠 IgG tM CPITC 标记 ), 使 用 浓度 1:60, 
染色 程序 按 常规 进行 。 
(=) 计算 相对 屏障 信 
1. 判定 各 种 屏障 的 依据 (图 1)。 
2. 计算 公式 : MIB 率 = 100% 一 中 肠 阳 性 率 
sz .(, — PARSER 
MEB% = (1 eR |) x 100% 


ac (4 ERIEN 
sos = (4 Geen) X 0% 


结 AS 


一 、 白 纹 伊 蚁 经 口感 染 登 革 I 型 病毒 后 各 器 官 感染 来 

不 周浦 度 疾 袁 滤 经 口感 染 白 红 供 蚊 后 ,经 不 同时 间 取 中 肠 SR SAI IFA 
染色 测定 其 各 自 阳 性 率 , 每 组 蚁 效 企 74 一 82 之 间 。 

IOR 2 可 网 相 阿 荡 度 下 ,中 肠 阳 性 误 陆 时间 延 长 而 增 而 ; PE A in Pg Ld RIE NTER 
染 省 中 肠 阳 性 举 高 ,， URINE OP = 9.43, p < 0.05), 








2 病毒 经 口感 染 蚁 虫 后 不 同时 间 的 中 肠 阳性 率 ( 尖 ) 





















14 R 


30.8C25/81) 
17,6C13/74) 


21 天 


40 .0¢32/80) 
21.3C16/75) 


Id ETRE 
4X 10°TCID,,/ml 
4X 10°TCID,,/ml 


7 天 
28.6C22177)* 
12.5C10180) 















* 阳性 数 /检测 数 。 


感染 21 天 检测 几 个 器 官 的 结果 同样 显示 出 各 器 官 阳性 率 随 病毒 该 浓度 增加 而 上 升 ; 
在 相同 浓度 下 阳性 率 以 中 脑 最 高 、 神 经 系 绕 次 之 , 诈 腺 取 低 ， 各 器 官 高 低 洲 度 组 阳性 率 之 
ERACLE 3). 提示 MIB MEB 和 SGIB 的 存在 。 


ES 蚊虫 经 口感 染 不 同 浓度 病 装 液 后 跨 定 阳性 率 (9%2) 





BOR 4 X 10°TCID,,/ml 4 X 10°TCID,,/ml FE SRE 
higy 40.0(32/80) 21.3(16/75) 1.9 
HES RABI 26.3(21/80) 9.307/75) 2.8 
BER 20.0C16/80) 6.705175) 3.0 





Me HAE ERUR A FE AR AP EBA 


二 、 白 纹 伊 蚊 经 胸 接 种 感染 后 各 器 官 惑 染 率 

队 两 种 浓度 病 综 液 接 种 感染 蚊虫 后 不 同时 间 取 其 省 腺 、 神经 节 和 脑 分 别 做 IFA 染 
Go ELS 4 可 见 , 备 器 富阳 性 率 均 随时 间 延 长 而 上 升 ;同时 间 内 高 浓度 组 的 阳性 率 较 低 浓 
PENDOS o 融 浓 度 组 省 腺 感染 束 与 神经 系统 感染 率 上 升 很 快 , 14 天 时 已 分 别 达 92% 和 
99%, RRE E ESBS, B14 天 和 21 RI APES ABE EP HE 腺 
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4 病 交 经 胸 接 种 蚊虫 后 不 同时 间 器 官 阳性 率 (96) 


































器 二 4X 10°TCID,,/m! 4X 10°TCID,,/m! 
3 天 7 天 14 R 7 天 14 天 21 R 
BER 14.8 18.8 92.0 0 26.3 | 38.8 
(12/82) (15/80) (69/73) (0/80) (21/80) (31/80) 
神经 系统 35.8 30.0 99.0 0 50.0 63.8 
(29/81) (24/80) (74/75) (0/80) (40/80) (51/80) 





(p< 0.01)。 上 述 结果 提示 SGIB 的 存在 与 否 与 感染 液 浓度 密切 相关 。 

三 、 白 纹 伊 蚊 感染 DEN-2 后 的 屏障 

本 实验 观测 了 三 种 屏障 ， 即 MIB MEB 和 SGIB, 按 前 述 公 式 计算 了 其 相对 值 〈 表 
5、6)o 由 表 5、6 可 见 : 1. 从 感染 浓度 看 ,在 对 应 的 时 间 内 对 于 同一 屏障 ,高 浓度 时 其 屏障 
率 比 低 浓度 时 低 ;2. 从 时 间 上 看 ， 周 一 浓度 下 随感 染 时 间 延 长 对 同一 屏障 其 屏障 率 下 降 。 
其 屏障 率 分 别 与 感染 浓度 及 感染 后 时 间 旦 负 相 关 。 

由 统计 学 计算 4X10” TCIDa/ml 浓度 病毒 液 经 口感 染 蚊虫 后 MB 率 与 感染 后 时 间 
鸣 直线 回归 方程 为 Y= 78.23 一 0.81XCr 一 一 0.9455)。 BRE TERR FESR 
染 后 时 间 的 直线 回归 方程 为 Y = 71.68 一 4.67X(r = —0.9987) At Y =FR E, X= 
感染 后 天 数 )o 


Ro 病毒 经 口感 染 蚁 虫 后 的 屏障 率 值 





(TCID;w/ ml) 感染 后 天 数 C (%o) (a) 

7 71.4 ND* ND 

4X10 14 69.1 ND ND 

21 60.0 34.3 © 20.2 

7 87.5 ND ND 

4X10? 14 82.4 ND ND 

21 18.7 56.3 28.0 





”未 做 因为 诈 腺 感染 窗 为 0。 


26 WEAR Hee 


CTCID,./m1) 接种 后 天 数 SGIB(%) 
3 58.6 
4X10 7 37.5 
14 6.8 
7 ND 
4X 10? 14 47.3 
21 39.2 





1. 关于 屏障 的 测定 方法 
确定 各 种 屏 隧 的 存在 及 其 强度 主要 是 根据 不 同 器 官 的 感染 率 差 别 来 判断 ， 所 以 选择 
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重 当 的 器 宫 和 测定 感染 率 的 方法 是 进行 屏障 讽 定 的 关键 。 

Kramer 等 (1981) 在 研究 环 趴 库 蚁 感染 西 马 病毒 后 的 各 种 屏障 时 ,选用 了 中 上 肠 , 省 逐 
和 其 余部 作为 检测 对 象 , 通 过 对 其 检测 来 判断 MIB, MEB 和 SGIB。 该 种 器 官 洁 择 方 法 
优点 是 设计 严密 ,缺点 是 除 中 肠 和 省 腺 外 对 其 余部 分 进行 病毒 检测 时 需要 进行 病毒 分 离 ， 
因此 操作 繁杂 。 Boromisa 等 (1987) 在 研究 白 纹 伊 蚊 感 染 DEN-1 病毒 后 的 屏障 时 ub 
用 了 蚊 头 和 除 玫 头 以 外 的 其 它 部 分 作为 检测 对 象 。 人 认为 头 压 片 阴性 而 其 余部 分 为 阳性 
则 谤 了 明 存 在 MEB。 由 于 头 压 片 有 时 几 丁 质 碎 片 将 脑 组 织 遮盖 而 造成 假 阴 性 , 故 做 定量 分 
析 时 用 该 方法 所 测 得 之 MEB 率 信 可 能 偏 高 。 此 外 ， 对 其 余部 分 的 检测 仍 需 进行 病 素 分 
离 亦 为 不 足 之 处 。 我 们 在 实验 中 选择 脑 ( 将 脑 挤 出 ) 和 神经 节 作 为 对 照 ， 从 实验 得 知 脑 和 
神经 节 的 感染 率 是 相同 的 ,并 且 凡 诞 腺 为 阳性 之 个 体 ,其 神经 系统 均 为 阳性 ， 反 之 则 不 然 
CREA). GIG Kuberski (1979) 报道 的 在 DEN WEMAAHMAAH, WAR 
256, 4 SLR SEINE) BSE RSE LEE PES RE ES FER, HOHE 
ARE, 可 避免 几 丁 质 的 遮盖 ;并 且 两 种 器 宫 的 阳性 率 可 以 互 代 ， 就 给 实验 的 成 功 增加 了 
扬 会 。 再 将 中 脑 , 诞 腺 解剖 出 来 处 理 后 染色 , 婚 可 如 免 病毒 分 离 之 系 ， 又 能 很 好 地 检 出 各 
AIRED, 

2, Fe F Ea HES BES 

RTR Se eee eve MIB, MEB 和 SGIB, Tx#8 RRB e Wat 
TUR ALIN SE PF Kramer “% (1981), Hardy “E (1983), Gibler& Rosen (1976) 
的 结果 相同 。 CREEZE SGB RH 6.8% CH 6), '5 Whitchead S$ (1971), 
McLean SE (1974), Gubler (1984) 用 高 剂 渤 DEN ERRA Ae Ura YEAR (Lo. 
组 相同 浓度 的 病毒 经 口感 染 蚊 后 其 SGB 率 较 高 ( 表 5])， 这 可 能 因为 经 口感 染 的 病毒 
中 肠 增 殖 后 进入 血 腑 时 已 低 于 原来 的 消 度 , 也 反映 出 剂量 依赖 关系 。 

可 见 屏 隘 是 相对 的 。 但 在 自然 界 由 于 蚊虫 自然 感染 时 的 病毒 浓度 远 低 于 实验 室 所 使 
用 的 浓度 ， 因 此 它 的 存在 是 绝对 的 。 本 实验 用 实验 室 感 染 的 方法 为 屏障 的 理论 研究 提供 
了 一 个 模型 并 对 自然 界 蚁 束 感 染 的 解释 亦 有 一 定 意义 。 
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STUDIES ON THE BARRIERS OF AEDES ALBOPICTUS AFTER 
INFECTION WITH DENGUE-2 VIRUSES 


ZHU YU-FAN TANG SHI-YUAN 


(Institute of Microbiology and Epidemiology, 23 Qilizhuang Road, Fengtai, Beijing 100071) 


By orally and intrathoracically inoculating Aedes albopictus with high and low doses of 
dengue-2 virus, it was demonstrated that mesenteronal infection barrier, mesenteronal escape 
barrier and salivary gland infection barrier existed in the dengue virus-de. albopictus system, 
and the barriers were time- and dose-dependent. 
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